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ABSTRAKT

Tato bakalatska prace popisuje bakterii Legionella pneumophila, popisuje historii
jejiho objeveni, vlastnosti, mista vyskytu, nejvyznamnéjsi nalezy a nebezpeci, spocivajici
nakazou nemoci spojenych s touto bakterii. Teoretické ¢ast prace dale popisuje vybér dile-
zitych informaci z vyhlasky na pozadavky, které jsou kladeny na kvalitu pitné a teplé¢ vody
v CR. Prakticka ¢ast obsahuje popis metod, které byly pouzity pro detekci legionel v teplé
vodé¢ univerzitni budovy Ul FT UTB ve Zlin¢ a ptedevsim vysledky autorem, Statniho
zdravotniho ustavu v Ostravé a Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho prosttedi UTB

v nékolika sériich rozbort teplé vody v budové Ul.

Kli¢ova slova: Legionella pneumophila, legionely, detekce, tepla voda

ABSTRACT

This bachelor thesis describes bacterial species Legionella pneumophila, a story of
its discovery, its properties, and occurrence including, its most considerable findings and a
danger for human health associated with this bacterium. Furthermore, in theoretic part of
the work a selection of important information from public notice on requirements that note
demands on the quality of both drinking and warm water in Czech Republic are reported.
Experimental part of the thesis contains a description of methods which were used for the
detection of the genus Legionella in warm water samples in U1 building of FT TBU in Zlin
and above all author results, and the results of State Health Institute Ostrava and of De-
partment of environmental protection engineering (TBU) in several sets of analysis of

warm water samples in U1 building.

Keywords: Legionella pneumophila, detection, warm water
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UvVOD

V soucasné dobé¢, kdy se lidé zabyvaji vhodnou tvrdosti vody a upravuji kvalitu vo-
dy riznymi pfistroji, se zapomina na Cistotu vody z hlediska chemického 1 bakterialniho. A
tak dochazi k situacim, zejména v domacnostech s vlastnim zdrojem vody, kdy kvalita vo-
dy neodpovida pozadavkim. Zatimco chemické zastoupeni ve vode byva zplisobeno vné;j-
Simi vlivy a do potrubi se dostava spole¢n¢ s vodou, bakterie se velmi ¢asto mnozi ptimo

v trubkach, které predevsim ve starych budovach byvaji zreznuté a pokryté biofilmem.

Samotnou kapitolou jsou potrubi s teplou vodou, v nichz byva maly odbér, voda
v nich dlouho stoji a jeji teplota se pohybuje okolo 30 - 40 °C. Takové prostfedi je vhodné

k rstu riznych druhi bakterii, pfedevsim pak legionel.

Tato prace se zamétuje na detekci bakterii rodu Legionella v budové FT UTB ve
Zlin¢, ktera ma svou historii jesté¢ v Batovském Zling, pfestoze rozvody vody byly ¢astecné
renovovany, tak posledni velka Uprava probéhla zhruba pted 20ti lety, v n€kterych mistech

jsou trubky jesté pavodni.

Toto téma jsem si vybral, protoZze mne bavi prace v laboratofi a chtél jsem d¢lat né-
co, ¢im bych nékomu nebo néemu prospél. To se shodovalo s tim, odhalit zda jsou ve
vod¢ budovy Skoly pfitomné bakterie rodu Legionella, urcit v jakém mnozZstvi se nachdzi a
tim zhodnotit, zda kvalita teplé vody spliiuje limity poZadované statem nebo je potieba

zasaht, aby se kvalita zlepSila.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BAKTERIE RODU LEGIONELLA

1.1 Historie jejich objeveni

Prvni zaznamenané onemocnéni zptisobené touto bakterii se datuje do roku 1976, na
sjezd valeénych veteranii ve Philadelphii v USA. Rada ucastniktl dostala t&7ky zapal plic,
kterému 36 legionait pozdéji podlehlo. Vysoky pocet nemocnych ve stejnou dobu na jed-
nom misté byl pfili§ podeziely, tak se skupina védct rozhodla zjistit pfic¢inu.

Testy se provadély v Centru pro kontrolu a prevenci chorob (CDC), do t¢ doby neznama
bakterie byla izolovana a prokazana v roce 1977 jako plivodce odpovédny za onemocnéni a imrti

téchto legionard. Byla pojmenovana Legionella pneumophila (symptomy pneumonie, které se vy-

skytly ve Philadelphii).

Bakterie byly poprvé objeveny v chladicich vézich klimatiza¢ni jednotky v hotelu Bellevue,

kde byla ubytovana vétSina ucastnikt sjezdu. [3, 4, 6]

1.2 Zakladni vlastnosti, vyskyt, jaké skupiny lidi jsou ohrozeny, prikla-

dy jejich nalezti v nemocnicich ¢i jinde

1.2.1 Vlastnosti

Bakterie zrodu Legionella patti do Celedi Legionellaceae. Tato Celed’ nyni zahrnuje 51
druhti a ptes 72 séroskupin rodu Legionella. Pfiblizn¢ 20 druhii je zodpovédnych za onemocnéni
lidi.

Legionely jsou patogenni, gramnegativni, aerobni mikroorganismy, které jsou po-
hyblivé. Tvarem jsou §tihlé tycky, ¢asto vldknité. Rozméry kolisaji mezi 0,3 — 0,9 pm S$itky
a 2 — 6 uym délky, n¢kdy se vyskytuji v délce az 20 ym. Maji dva a vice bicikd. Naprosta

vétsina legionelovych infekci je zptisobena druhem Legionella pneumophila. [1, 2, 3, 4, 6]

Rostou na Zivné pud¢ s obsahem aktivniho uhli, jenZ mé za kol detoxikaci peroxi-
da pritomnych v pdé€ 1 vznikajicich oxidaci z cysteinu. Nejpouzivanéjsi je agarova ptida
BCYE, slozena z kvasni¢ného extraktu, cysteinu, pyrofosfatu Zelezitého a aktivniho uhli.

Pro stalost pH se pouziva specidlni pufr ACES.
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Obrazek 1  Legionella pnemouphila

Zavislost na cysteinu je hlavnim znakem urcujicim pfislusnost k celedi. Legionely
neoxiduji a nefermentuji glukosu ani bézné glycidy, $tépi Zelatinu. Rostou pfi teplotach 25

—43 °C, nad 50 °C nerostou, n€které druhy vSak mohou ptezivat i pii teploté 70 °C.

Na piidé BCYE rostou ve splyvajicich Sedych, lesklych, okrouhlych, ostfe ohrani¢enych
koloniich 1 mm priméru. Kultivaci se béhem 5 — 7 dnti rozristaji do velikosti az 4 mm. [1,

3,4]

122 Vyskyt

Vétsina dosud znamych druhti legionel se bézné vyskytuje v ptirodé, predevsim ve vo-
dé a v padé. Optimalnimi podminkami je tepla stagnujici voda (25 — 43 °C) v jezerech a
pomalu proudicich tocich. Hojné se vyskytuji v zasobnicich vody u domt a v chladicich

vézich klimatiza¢nich jednotek.

Tyto podminky spliuji 1 vodovody, zejména v zanesenych trubkach s biofilmem
s obsahem mikrofléry, organického substratu, fas a iontd kovil. Nejvice jsou ohrozeny vel-

ké budovy a arealy téchto budov, které nemaji vlastni ohfivace vody a spoléhaji na dlouhé
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potrubi, ve kterém se voda s délkou potrubi ochlazuje. Z tohoto vyplyva, Ze nejvice jsou
ohrozeny nemocnice a jim podobné komplexy, které se také s témito riziky docela Casto
potykaji. Dal§im z faktorti je maly nebo zZadny odbér, kde je stagnujici voda vhodnym pro-

stitedim pro rust.

Obrazek 2 Voda v jezirku vhodna pro legionely

V posledni dobé se setkavame s legionelou v obytnych domech, které maji velmi stara
potrubi a jsou znacné zanesena jiz zminénym biofilmem. S tim jsou spojena mista jako

sprchy, vifivé vany, turecké 14zn€ nebo sauny a také ozdobné fontany.

1.2.3 OhroZené skupiny lidi

Nejvice ohrozeni jsou ptedevsim pacienti v nemocnicich s oslabenou imunitou, rizikovou
skupinou jsou pacienti po transplantacich, osoby ve vysokém véku, kufaci a pacienti s chronickou

obstrukeni plicni nemoci a s chronickou rendlni nemoci.

Vsechny legionely jsou potencialné patogenni, interhumanni pfenos nebyl prokazan.

Nékaza vznika nejen cestou respiracni, prunik legionel je mozny i do lymfatickych cest

plic a sleziny, zmény byly nalezeny i v travicim traktu (ve stfevé a peritoneu).

Inhalacni cesta infekce se povazuje za prevalentni - vznikéd loZiskova bronchopneumonie, kdy z

poskozenych kapilar pronika do alveolii edémova tekutina a uklada se fibrin.
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Bakterie Legionella zpisobuje onemocnéni legionel6za, ta se déli na Legionafskou nemoc a Ponti-

atickou horec¢ku.

1.2.3.1 Pontiaticka horecka

Mén¢ zndmy zpisob onemocnéni, projevuje se jako mirna az vazna chiipka s bolestmi
hlavy, tnavou, horeckou, bolestmi kloubi ¢i svalil, zalude¢ni nevolnosti, zvracenim a kas-

lem. Doba inkubace je 2 dny, po 5 — 10 dnech odezniva. [4, 6]

1.2.3.2 Legionaiska nemoc

Inkubaéni doba Legionaiské nemoci je 2 — 10 dni po expozici bakteriemi. Expozice je piede-
v§im inhalac¢ni cestou, kdy dochazi ke vdechnuti kapének vody ve vzduchu ve form¢ aerosolu, ale
jsou znamy i pfipady onemocnéni potravou. Vdechnuté kapénky se usazuji v plicnich sklipcich,
nasledné zpusobuji zapal plic a infekci dychacich cest. VétSina pacient, kteti byli oSetieni

v nemocnicich, méli vysokou teplotu, pifekracujici mnohdy i 39,5 °C.

Jednim z prvnich symptomi je silny kasel, dalsi bézné symptomy zahrnuji bolest hlavy, sva-
lovou bolest, bolesti na hrudi a zkraceny dech. Gastrointestinalni symptomy jsou bézné. Diagnoza
legionellézy muze byt slozitd, protoze znaky a projevy jsou nespecifické a infekce legionelou je
nerozpoznatelna od jinych béznych pfic¢in pneumonii, ¢asto byva zaménéna s obycejnou chiipkou,
ale na rozdil od ni neni nakazliva a nepienasi se z ¢lovéka na ¢lovéka.

Vétsinou byvaji nakazeni lidé ve véku mezi 40 a 70 lety, kufaci, pacienti s rakovinou, chro-

nickymi onemocnénimi dychacich cest, onemocnénim ledvin a stavem snizené imunity. Umrtnost

pri nakazeni ¢ini v praméru 15%, pfi neléeni dosahuje 80% osob se slabou imunitou. [4, 6]

Bolest hlavy
Horecka
Kasel i‘;flfe"f
Nevolnost

Bolest
svald

Obrazek 3 Symptomy Legionaiské nemoci
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1.2.4 Nalezy

Nejvyznamnéjsim nalezem se stala v ervenci 2001 Spanélské Murcia, kde bylo hlase-
no pres 800 podezielych ptipadl nakazeni, coz je nejveétsi pocet nakazenych touto bakterii,

ktery byl zaznamenan.

Epidemie zapocala 26. cervna, béhem 10-ti dni bylo nakazeno jiz 100 obyvatel, pocet
nakazenych nadale ptibyval a vysSplhal se az ptes 800 obyvatel, posledni nakazeny byl za-
znamenan 22. ¢ervence. Nakaza Legionaiskou nemoci se potvrdila u 449 obyvatel, 6 z nich

nakaze nakonec podlehlo.

Murcia je mésto na jihu Spanélska s 360 tisici obyvateli, tak nebylo jednoduché nalézt
misto, které zapticinilo onemocnéni tolika lidi. Epidemiologové se proto rozhodli zjistit
pomoci dotazniku, ve které lokalit¢ se voda zamoiena bakteriemi nachazi, ponévadz naka-
zeni byli z celého mésta, 85 z nich zije mimo mésto. Pfes 600 zodpoveézenych dotazniki
urcilo jako nejpravdépodobnéjsi mistni nemocnici v severni ¢asti mésta, v niz po prezkou-
mani byla bakterie nalezena v chladicich vézich. Bakterie se uvolnily do prostiedi a nakazi-
ly tak stovky lidi. Podrobnym zkoumanim bylo zjisténo, Ze se nékaza S§ifila rychleji diky
velkym potencidlnim zdrojim zneciSténi a jen diky rychlému zaizolovani systému chladi-

cich vézi nedoslo k mnohem vét§imu rozsahu epidemie. [5, 7]

Mezi ptipady s nejvice obét'mi patii Toronto v Kanadé, kde v roce 2006 v mistnim sa-
natoriu pro staré lidi, se nakazilo 127 lidi a 21 z nich zemfelo. Pfi¢inou byla opét klimati-

zace. [5]

DalS§im vyznamnym pfipadem je norské meésto Fredrikstad Sarpsborg na pielomu
kvétna a ¢ervna 2005, kde z 53 nakaZenych, si nemoc vyzadala 10 obéti, ptficemz, nejmlad-

$i obéti bylo 69 let, coz jen potvrzuje, Ze nejvice ohrozeni jsou osoby ve vysokém véku. [5]

Ve Svycarsku v gervenci 2006 byl v Rheifeldenu potvrzen piipad Pontiatické horecky,
kterou se nakazilo 30 lidi, nemoc si nevyzadala Zadné obéti. Zdrojem nakazy byl rozvod

teplé pitné vody. [5]
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2 POZADAVKY NA MIKROBIOLOGICKE VLASTNOSTI
PITNYCH A TEPLYCH VOD

2.1 Vyhlaska ¢ 252/2004 Sb.

Vyhlaska €. 252/2004 Sb. kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a ¢etnost a roz-
sah kontroly pitné vody

Ministerstvo zdravotnictvi stanovi podle § 108 odst. 1 zdkona ¢. 258/2000 Sb., o
ochrané vetejného zdravi a o zméné nékterych souvisejicich zédkont, ve znéni zékona ¢.
274/2001 Sb. a zakona ¢. 274/2003 Sb., (dale jen "zdkon") k provedeni § 3 odst. 1,3 a5 a
§ 4 odst. 1, 2, 4 a 7 zdkona a podle § 19 odst. 1 pism. a), b) a f) zdkona ¢. 110/1997 Sb., o
potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zédkont,
ve znéni zékona ¢. 306/2000

Sb.:

§1 Predmét upravy

Touto vyhlaskou se v souladu s pravem Evropskych spolecenstvi stanovi hygie-
nické limity mikrobiologickych, biologickych, fyzikalnich, chemickych a organoleptickych
ukazatelti jakosti pitné vody vcetné pitné vody balené a teplé vody dodavané potrubim
uzitkové vody nebo vnitinim vodovodem, které jsou konstrukéné propojeny sméSovaci
baterii s vodovodnim potrubim pitné vody (dale jen "tepla voda"), jakoz 1 vody teplé vyra-
béné z individualniho zdroje pro ucely osobni hygieny zaméstnanct.

§3 Ukazatele jakosti pitné a teplé vody a jejich hygienické limity

(1) Pitn4 voda musi mit takové fyzikalné-chemické vlastnosti, které nepfedstavuji ohrozeni
vefejného zdravi. Pitnd a tepld voda nesmi obsahovat mikroorganismy, parazity a latky
jakéhokoliv druhu v poc¢tu nebo koncentraci, které by mohly ohrozit vetejné zdravi.

(2) Ukazatele jakosti teplé vody podle § 3 odst. 3 véty prvni a druhé zékona a jejich hygie-
nické limity jsou uvedeny v pftiloze ¢. 2.

(3) Ukazatele jakosti teplé vody podle § 41a odst. 1 zdkona a jejich hygienické limity jsou
uvedeny v priloze €. 3.

§8 Mista splnéni pozadavku na jakost teplé vody

Hygienické limity ukazatelll teplé vody musi byt dodrZeny na vSech mistech uvnitf stavby
nebo na pozemku, kde tepla voda vytéka z kohoutku nebo ze sprchy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

§ 14 Utinnost

Tato vyhlaska nabyva ucinnosti dnem 1. kvétna 2004. [8]

Pril. Mikrobiologické, biologické, fyzikalni, chemické a organoleptické ukazatele tep-
1¢ vody vyrabéné z individudlniho zdroje pro ucely osobni hygieny zaméstnanct a jejich
hygienické limity
Tabulka 1 ~ Mikrobiologické pozadavky
¢. Uklazatel Jednotka Limit Typ limitu | Vysvétlivky
viz vysvétliv-
1 Legionely KTJ/100ml 100 ka2 1,2
Pocty kolonii pfi
2 36°C KTJ/ml 200 MH 1
Tabulka 2  Fyzikalni a chemické pozadavky
Typ li-
¢. | Ukazatel |Jednotka| Limit mitu | Vysvétlivky
1 teplota °C 55 DH 1
Vysvétlivky:

1. Odbér vzorki pro stanoveni ukazatelli teplé vody (s vyjimkou cileného epidemiologic-
kého Setieni) se provadi po odpusténi vody po dobu 1 minuty.

2. Limit jako mezni hodnota plati pro zdravotnicka a ubytovaci zatizeni, sprchy u vetej-
nych bazénil a koupali$t’; pro ostatni objekty plati jako doporuc¢end hodnota, o kterou je
nutné pomoci technickych opatteni usilovat.
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2.2 Zména poZadavkii na kvalitu teplé vody — ukazatel Legionella pne-

umophila
Uvod

V cervnu 2006 doslo k ur€ité upravé pozadavki na kvalitu teplé vody. Ve Sbirce zakont
(¢astka 92 ze dne 19. 6. 2006) byly uvetejnény vyhlasky ¢. 292/2006 Sb. a ¢. 293/2006 Sb.,
z nichz vyhlaska ¢. 292/2006 Sb. méni vyhlasku ¢. 135/2004 Sb., kterou se stanovi hygie-
nické pozadavky na koupalisté, a to v tom smyslu, ze z ptilohy €. 4 (a tim 1 z celé¢ vyhlasky)
odstranuje tabulku s kvalitativnimi pozadavky na teplou vodu vyrdbénou z jiné¢ vody nez
pitné. Tyto poZadavky se s ur¢itymi upravami piesunuly do vyhlasky €. 252/2004 Sb., kte-
rou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a cetnost a rozsah kontroly
pitné vody, ve znéni vyhlasky €. 187/2005 Sb. a nyni i nové ve znéni vyhlasky ¢. 293/2006
Sb. V této vyhlasce se tedy nyni soustfed’uji pozadavky na teplou vodu vyrabénou z vody
pitné 1 vody jiné nez pitné i na teplou vodu vyrabénou z individudlniho zdroje a pouZziva-

nou pro ucely osobni o€isty zaméestnanc.
Zména (definice) ukazatele

Citovana novela zavadi v ptiloze €. 2 vyhlasky €. 252/2004 Sb. v platném znéni ukazatel €.
zménu vzeSel z vngjsiho (mezirezortniho) pfipominkového fizeni k této vyhlasce, ve kte-
rém nekteré subjekty zadaly, aby namisto nespecifického rodového stanoveni bylo prova-
déno specifické stanoveni na druh Legionella pneumophila, ovsem bez ur€eni séroskupiny
(sg.). Po konzultaci s NRL pro legionely byla tato pfipominka akceptovana, protoze z me-
todicky analytického hlediska je novy pfistup spravnéjsi a protoze z hygienického hlediska
je vypovédni hodnota obou ukazateld (starého i nového) obdobna. Legionely jiné nez L.
pneumophila ptedstavuji totiz jen zlomek (5%) pfedepsanou normou stanovované skupiny
vych séroskupin neni spolehlivé béznymi laboratofemi. Proto se jevi jako vhodné ponechat

nadale jako sledovany ukazatel jen L. pneumophila.
Zavér a doporuceni

Vyse uvedend zména si vSak pfirozené vyZaduje i zménu v analytické oblasti. Pfi stanoveni
,nového* ukazatele Legionella pneumophila je totiz tieba pouzit ve vyhlasce urenou refe-

renéni metodu CSN ISO 11731: 2002, ktera ale stanovi jen bakterie rodu legionela potvr-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

zenim (konfirmaci) presumptivnich kolonii. Pro stanoveni ukazatele L. pneumophila pro
ucely novelizované vyhlasky je nutno provést jest¢ dalsi nasledny krok a tim je skupinové
sérologické ovéreni pomoci komercné dostupnych sérovych souprav, které¢ funguji na bazi
aglutinacni nebo fluorescencni reakce. Za nalez Legionella pneumophila je pak nutno po-
vazovat ty suspektni kolonie legionel, které davaji pozitivni reakci v sérech bud’ proti L.

pneumophila sg. 1 nebo L. pneumophila sg. 2-14 (2-16). [9]
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PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

1. Cilem prace bylo vytipovat mista odbéri v budové Ul FT UTB ve Zlin¢ a pro-
vést jednotlivé odbéry teplé vody.

2. V odebranych vzorcich zjistit kultivaénim zplsobem piitomnost legionel

v rozvodu teplé vody.

3. Ziskané vysledky zpracovat piehlednou formou a urcit zda je pfitomnost legio-

nel v doporuc¢eném limitu nebo ne.
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4 METODY

Byla pouzita kultiva¢ni metoda, kterd je standardn€ nejpouzivané;si k detekci bakterii
Legionella pneumophila. Spociva v naoCkovani vzorku na zivnou piadu Legionella Agar

Base s dopliiky a nasledné kultivaci.

4.1 Odbér vzorku

Vzorky byly strategicky odebrany v kazdé etdzi uprostfed, tj. na toaletich a
v kancelafich naproti schodisté, a v jednotlivych kiidlech. Pfed odbérem byla odpusténa
voda po dobu min. 1 minuty za soucasného méfeni teploty. Po odpusténi bylo odebrano
250 ml teplé vody do sterilni odbérové lahve, v nékolika ptipadech pouze malé mnoZstvi
do zkumavky (cca 10 ml). Do lahvi byly odebirany vzorky, kde se pfedpokladal nizsi pocet
kolonii a bylo mozné spocitat kolonie ve 100 ml vody. Ve zkumavkéch to byly vzorky, ve

kterych byl pfedpoklad vyssiho poctu bakterii, a méteni se provadélo na 1 ml vody.

[

Obrazek 4 Mcéfeni teploty pii odbéru vzorkl

4.2 Zpracovani vzorku

Po odbéru nasledovala filtrace, jenz probihala na tfech vakuovych aparaturach (plas-
tovych z polystyrenu, teflonovych a nerezovych). Nebylo mozné pouzit jen jednu aparaturu
z disledku odbéru vice vzorkl najednou a nedostatku aparatur jednoho druhu. Filtry byly

pouzity membranové o ¥50 mm a velikosti pora 0,3um, tj. Progopor €. 7.
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Obrazek 5  Filtracni aparatury

Nejprve jsem pinzetou vlozil filtr do filtrani aparatury, poté probihala samotna fil-
trace, kdy bylo prefiltrovano 100 ml vzorku teplé vody. Po filtraci jsem opét pinzetou ode-
bral filtr, ktery byl vloZen do Petriho misky s pfedem piipravenou zivnou piidou, bylo nut-

né dbat, aby filtr pfilnul k agaru a nevytvofily se pod nim bubliny.

U vzorkl odebranych do zkumavek se filtrace neprovadéla, 1 ml vzorku byl naocko-

van piimo na agar, kde bylo nutné, aby se vzorek roztekl rovnomérné po celé plose zivné
pudy.

Vsechny provadéné operace probihaly za sterilnich podminek.

4.3 Pouzita Zivna média
Jako zivné medium byla pouzita Legionella Agar Base (firmy HIMEDIA, Indie)
s dopliky.
Legionella Agar Base
Ptiprava:

Navazi se 12,5 g ptipravku do 440 ml destilované vody a zahtivd do uplného roz-
pusténi. Sterilizuje se v autokldvu pii 121 °C po dobu 15 minut. Ochladi se na 50 °C a

asepticky byl pfidan obsah 1 lahvicky Legionella Growth Supplement (BCYE) (FD142).
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Je-li pozadovana selektivita, asepticky se ptfida rozpustény obsah 1 lahvicky Legionella

(GVPA) Selective Supplement, Modified (FD 160).

Pted nalévanim na Petriho misky se dikladn¢é promicha a neustale micha i v prib¢hu roz-

1évani pro stejnomérny rozptyl ¢astic aktivniho uhli.

SloZeni: g/l
Aktivni uhli 2

Kvasni¢ny extrakt 10
Agar 13

SloZeni Legionella (GVPA) Selective Supplement:

Glycin I,5¢g
Vankomycin hydrochlorid 0,5 mg
Polymyxin B sulfat 39600 m. j.
Amfotericin B 5,0 mg
Destilovana voda 10 ml

SloZeni Legionella Growth Supplement (BCYE):

ACES pufr / hydroxid draselny 5¢g

o — ketoglutarat 0,5¢g
pyrofosfore¢nan zelezity / rozpustény 0,125 g
L — cystein hydrochlorid 02¢g
Destilovana voda 50 ml

SloZeni Legionella Growth Supplement w/o L-Cysteine:
Pouzivany pro ptipravu potvrzovaciho media

ACES pufr / hydroxid draselny 10g
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pyrofosforecnan Zelezity / rozpusStény 0,25¢

o — ketoglutarat lg

4.4 Kultivace

Kultivace probihala po dobu 4 — 7 dnt pfi teplot¢ 37 °C. Nejprve se kultivovaly
vzorky na zivné pud¢ Legionella Agar Base s dopliikky. Po vyrosteni kolonii, bylo nékolik z
nich pfeockovano na potvrzovaci medium Legionella Agar Base s Legionella Growth Sup-
plement w/o L-Cysteine, které neobsahuje cystein, potiebny pro rist legionel. Kultivace

poté probihala za stejnych teplotnich podminek.

4.5 Hodnoceni vysledki

Odecitani vysledkt probihalo v Laminarnim boxu.

Obrazek 6 Laminarni box

Na zivnych mediich byly spoc€itany kolonie, u kterych se nasledné provadély kontroly

pomoci testll a potvrzovacich medii.
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Obrazek 7 Nizky a vysoky pocet kolonii

4.5.1 OXItest

Pouzivany byl OXItest, ktery je uren k detekci cytochromoxidasy. Legionely

cytochromoxidasu neobsahuji.

OXlItest je individualni test, baleni OXItestu obsahuje 50 prouzkli umoziujicich provést 50
stanoveni na detekci cytochromoxidasy.

Princip:

Pritomnost cytochromoxidasy je detekovana barevnou reakci N, N-dimethyl - 1,4 — feny-

lendiaminu s a-naftolem za vzniku indofenolové modii. Citlivost reakce l1ze zvysit pouzi-

tim Cinidla pro test OXIDAZA.

Pracovni postup:

Ockovaci klickou se odebere dobie izolovana kolonie (ev. bakterialni masa v piipadé Cisté
kultury) testovaného kmene za agarové pudy a vetie se do impregnované zony prouzku.
Barevna reakce se odecita do 0,5 — 1 minuty; pozdé€ji mize dojit ke vzniku fale$né pozitiv-
ni reakce. Ev. lze otisknout zénu prouzku piimo na kulturu na misce. Cinidlo pro test
OXIDAZA zvyguije citlivost reakce: na zénu prouzku se pied nanesenim testovaného kme-

ne prikapne cca 10ul ¢inidla.
Poznamka:

Je nutno pracovat platinovou ockovaci klickou — pouziti obycejné klicky mize vést

k fale$né pozitivnim reakcim.
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Tabulka 3 Hodnoceni testu na detekci cytochromoxidasy

ysledna barevna rekace
Test zkratka vy
testu pozitivni negativni
modra. sv bezbarva, ruzo-
oxidaza OX1 L va, zluta, zluto-
modra i
zelena

Obrazek 8 Prouzky OXltestu

4.5.2 Potvrzovaci médium

Agar s potvrzovacim médiem byl rozdé€len v Petriho misce na ¢tvrtiny. Na kazdou z nich
byla naoc¢kovana jina kolonie, pfipadné jiny vzorek. Po nasledné kultivaci bylo patrné, zda
na médiu vyrostly n¢které kultury nebo ne. Pokud nedochézelo k rtistu, bylo potvrzeno, ze

se jedna o legionely, které na tomto agaru nerostou, protoze neobsahuje cystein.
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® 2

4

Obrazek 9 Potvrzovaci medium 1

Na obrazku 9 je vidét, Ze na dvou mistech vyrostly nezndmé kultury a nejedné se o Zadny
druh legionely., na zbylych dvou mistech nic neroste, je tedy potvrzena pfitomnost legio-

nel.

7'. P et !ﬂ

Obrazek 10 Potvrzovaci médium 2

Na obrazku 10 je patrné, Ze nedochéazi k zadnému ristu a jedna se tedy o legionely ve

vSech ptipadech.
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5 VYSLEDKY

Byly provedeny 2 série odbérd, prvni v listopadu a prosinci 2010, druhé v lednu a tino-

ru 2012. Mezi intervaly, v inoru 2011, doslo ke zvySeni teploty ohievu teplé vody

v budové Ul na 55 - 60 °C.

5.1 Stav v listopadu a prosinci 2010

U vsech vzorkt, které byly odebirdny do zkumavek, byl pfepocitan pocet kolonii z 1

ml na 100 ml. OXlItest byl provadén u 7 vzorki.

Tabulka4 Namétené hodnoty v roce 2010

Mistnost Teplota vody [°C] | Pocet kolonii / 100ml OXI test Potvrzovaci médium

104 39 4700 Negativni Negativni
106d 36 8400 Negativni Negativni
119 40 6900 Negativni Negativni

221 35 10000 - Negativni

228 34 8000 - Negativni

212 36 6700 - Negativni

206 39 7400 - Negativni

WC - 2. etaz 47 7200 - Negativni
331 42 1000 - Negativni
324 35 5300 - Negativni

311 41 6600 - Negativni

WC - 3. etdZ 46 120 - Negativni
433 40,5 173 Negativni Negativni
408 41 500 Negativni Negativni
410 39 350 Negativni Negativni
423 39,5 200 Negativni Negativni

WC - 4. etz 43,5 400 Negativni Negativni

Z tabulky 4 vyplyva, ze ve vétsing ptipada teplota vody na kohoutcich nepiekrocila 40°C,

ptestoze je doporucovana teplota 55°C. Pocet kolonii vyrazné ptekracoval limit 100 kolonii

na 100 ml teplé vody. VSechny provadéné testy byly negativni, coz potvrdilo pfitomnost

legionel.
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5.2 Stav v lednu a unoru 2012

Tabulka 5 Naméiené hodnoty v roce 2012

Mistnost Teplota vody [°C] | Pocet kolonii / 100ml OXI test Potvrzovaci médium

104 46,2 50 Negativni Negativni
106d 40 30 - Negativni
119 45 50 - Negativni
221 39,7 30 - Negativni
228 43,6 25 - Negativni
212 42,5 90 Negativni Negativni
206 46,2 45 - Negativni
WC 2. etaz 54,7 15 - Negativni
331 47,3 150 - Negativni
324 40,3 130 - Negativni
311 45,7 250 Negativni Negativni
WC 3. etdz 53,2 14 Negativni Negativni
433 44,1 80 - Negativni
408 46,8 300 - Pozitivni
410 40,8 150 - Negativni
423 44,5 450 Negativni Negativni
WC 4. etdz 50 60 - Pozitivni
519 a 41,5 100 Negativni Pozitivni
533 46 desitky tisic - Negativni
WC 5. etaz 48,8 60 - Negativni

Z tabulky 5 vyplyva, Ze odbéry vzorkii probihaly na stejnych mistech jako v roce 2010,

navic 2 vzorky v 5. etazi.

Teplota vody po zvySeni v roce 2011 je vyssi, ale stale nespliluje staitem doporuce-
nou hodnotu 55°C.

Pocet kolonii legionel se proti prvni sérii vyrazné snizil zejména v prvnim a druhém
patie. Ve ¢tvrtém patie se napocitané pocty kolonii v jednotlivych letech vyrazné nelisily.

OXItest byl proveden opét jen u n¢kolika vzorkd, vzdy s negativnim vysledkem (te-

dy svédc¢ici pro legionely).
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Potvrzovaci testy byly ve vétSin€ pripadl negativni, u vzorka z mistnosti 408 a 519
byl pro jistotu provadén opakovany potvrzovaci test. Z kazdého vzorku byly odebrany 4

rizné kolonie, které byly naockovany na potvrzovaci médium.

Tabulka 6 Potvrzovaci testy

Mistnost | Kolonie Stav
408 1

Negativni

Negativni

Negativni

Negativni

519 Negativni

Negativni

Negativni

AW IN|IRIAIW]N

Negativni

U vzorku z mistnosti WC — 4. etaz, bylo zjisténo, Ze se nejednd o legionelu, ale o

zastupce rodu Bacillus, jeho kolonie se od kolonii legionel vzhledové ponékud lisily.
V mistnosti 423, kde byly napocitany nejvyssi pocty kolonii, a také u vzorku z 533,

kde nebylo moZné kolonie spocitat, byly provedeny opétovné odbéry vody. V kazdé mist-

nosti bylo odebrano 5 vzorkii vody béhem 20 minut odtoku v pfesné urcenych €asovych

intervalech.
Tabulka 7 Odbéry v €asovych intervalech
Mistnost Doba odtoku Teplota [°C] Pocet kolonii / 100ml

453 10s 30,5 120
1 min 41,3 160
5 min 45,2 150
10 min 46,7 200
20 min 47,2 60

533 10s 35,6 40000

1 min 42,3 30000

5 min 43,6 5000

10 min 44,2 4000

20 min 44 3000

Pocty legionel v teplé vodé mistnosti 423 se zpocatku s Casem odpousténi vody

velmi mirn€ zvySovaly, avSak u posledniho vzorku doslo ke snizeni na pfijatelnou hodnotu.
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Teplota vody v této mistnosti se postupné zvysSovala. Takto dlouhé stoupani teploty je dano

nizkym odbérem v dané mistnosti a dlouhym rozvodem teplé vody.

V mistnosti 533 pocty kolonii vyrazné piekracuji povolené limity, teplota vody byla
také nizka a po dosazeni 44,2 °C (po 10 minutych), dochazelo spisSe ke klesani teploty.
Velmi vysoké pocty u tohoto odbéru mohly byt zplisobeny udajné zddnym odbérem vody

z této baterie.

5.3 Vysledky SZU Ostrava

Po méfeni v roce 2010 probehlo preméieni vytipovanych mistnosti Statnim zdravot-
nim ustavem Ostrava, ktery potvrdil pfekro€eni limiti. Na rozdil od vysledki této prace,

SZU stanovoval podty Legionella pneumophila.

Tabulka 8 Naméfené poéty L. pneumophila SZU Ostrava

Mistnost | Pocet kolonii / 100ml | Teplota [°C]
106d 660 40
331 1200 40
311 620 40
519 a 1350 39
407 1280 43
213 820 41

M¢éfeni probihalo 12. 1. 2011, z hodnot tabulky 8 vyplyva, ze bylo nutné provést zvy-

Seni teploty vody a pfipadnou desinfekci potrubi.

5.4 Vysledky UIOZP v tinoru a bi‘eznu 2011

Po zvySeni teploty vody, které probéhlo pocatkem tnora 2011, bylo provedeno kont-
rolni méfeni Ustavem InZenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi a to na pfelomu unora a
bfezna 2011. V tabulce 9 je patrné, Ze doslo ke zvySeni teploty vody a vyraznému sniZeni

poctu kolonii.
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Tabulka9  Vysledky UIOZP
Teplota [°C
Mistnost | Pocet kolonii / 100ml ]

106 49 40
221 36 40
212 105 42
WC 2. etaz 17 52
331 73 46
324 37 41
311 90 46
408 117 46
410 52 42
519 a 20 44

5.5 Porovnani vysledkii v letech 2010 a 2012

Tabulka 10 Porovnani vysledki stanoveni legionel z let 2010 a 2012

2010 2012
Teplota vody |Pocet kolonii / Teplota vody |Pocet kolonii /

Mistnost [°C] 100ml [°C] 100ml

104 39 4700 46,2 50
106 d 36 8400 40 30
119 40 6900 45 30
221 35 10000 39,7 30
228 34 8000 43,6 25
212 36 6700 42,5 90
206 39 7400 46,2 45
WC 2. etaz 47 7200 54,7 15
331 42 1000 47,3 150
324 35 5300 40,3 130
311 41 6600 45,7 200
WC 3. etaz 46 120 53,2 14
433 40,5 173 44,1 80
408 41 500 46,8 300
410 39 350 40,8 150
423 39,5 200 44.5 450
WC 4. etaz 43,5 400 50 60
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ZAVER

Z vysledkt prace je zifejmé, ze ptvodni stav, tj. v roce 2010, byl velmi $patny, coz
potvrdilo i méteni SZU Ostrava a muselo nasledovat n&jaké vhodné feeni. Resenim nako-
nec bylo zvySeni teploty vody, pfesto je patrné z méfeni 2012, Ze v mnoha mistnostech
budovy Ul teplota teplé vody pti vytoku z kohoutkl stale nedosahuje doporuc¢ené hodnoty.
Ackoliv pocty legionel v roce 2012 proti roku 2010 ve vétSiné vzorkli velmi vyrazné po-
klesly, v jednotlivych ptipadech byly zaznamenany vysoké pocty. Jednim z mnoha feSeni
by mohlo byt jednorazové zvyseni teploty az na 70 °C a jejim pusobeni celym potrubim,
avsak v tomto pfipad€ panuje obava, ze by staré potrubi nemuselo takovou teplotu vydrzet.
Dalsi moznosti je provedeni desinfekce chlérem ¢i ozonem, které by mohly zlikvidovat
biofilm v potrubi a tim zamezit rozmnozovani legionel. Tyto moznosti jsou sice organizac-

n¢ komplikované, ale realn¢ proveditelné.

Velmi Spatny stav vody je v laboratofi 533, kde pocet kolonii byl az 400- krat vyssi,
nez povolend hodnota, coz v sobé nese nemalé riziko a bylo-by vhodné piezkoumat, co je
pricinou.

Z vysledkl prace je ziejmé, ze pritomnost legionel v teplé vode budovy Ul je prak-
ticky trvald a bude muset byt trvale sledovana, nebot” dle literarnich 1 legislativnich dopo-

ruceni mohou vysoké pocty legionel ve vodé¢ vyvolat zavazné zdravotni komplikace.

Bude tedy potiebné dbat o Cistotu potrubi a o veskeré pfistroje pracujici s teplou
nebo vlaznou vodou, kde mize dochazet k rozpraseni vody ve formé aerosolu a jeho

vdechnuti.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] Miloslava Proksova, Milan Seman; Mikrobioldgia vody 2009; Ceskoslovenska spo-
le¢nost’ mikrobiologické Bratislava — Praha; 2009; (str. 24 — 27, 164)

[2] Ivo Sedlacek; Taxonomie prokaryot; Masarykova univerzita; Brno; 2007
[3] http://old.1f3.cuni.cz/mikrobiologie/rep/lepn.htm

[4] http://www.chos.cz/legionella.htm#Legionella

[5] http://hcinfo.com/outbreaks-news.htm

[6] www.dioxo.cz/download/produkty/legionella--v.doc

[7] A. Garcia-Fulgeiras, C. Navarro, D. Fenoll, J. Garcia, P. Gonzalez-Diego, T. Jimé-
nez-Bunuales, M. Rodriguez, R.Lopez, F. Pacheco, J. Ruiz, M. Segovia, B. Ba-
ladréon a C. Pelaz; Legionnaire§ Disease Outbreak in Murcia, Spain; Emerging In-

fectious Diseases; 2003; ro¢nik 9; Cislo 8; (str. 915 — 921)

[8] Vyhlaska €. 252/2004 Sb. kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a Cet-
nost a rozsah kontroly pitné vody; Sbirky zakonti na stran¢ 5402; ti¢innost od 1. 5. 2004

[9] Zména pozadavkil na kvalitu teplé¢ vody — ukazatel Legionella pnemophila (meto-
dické doporuceni Narodniho referenéniho centra pro pitnou vodu); Statni zdravotni

ustav; 2006


http://old.lf3.cuni.cz/mikrobiologie/rep/lepn.htm
http://old.lf3.cuni.cz/mikrobiologie/rep/lepn.htm
http://old.lf3.cuni.cz/mikrobiologie/rep/lepn.htm
http://old.lf3.cuni.cz/mikrobiologie/rep/lepn.htm
http://www.chos.cz/legionella.htm
http://www.chos.cz/legionella.htm
http://www.chos.cz/legionella.htm
http://www.chos.cz/legionella.htm
http://www.chos.cz/legionella.htm
http://www.chos.cz/legionella.htm
http://hcinfo.com/outbreaks-news.htm
http://www.dioxo.cz/download/produkty/legionella--v.doc

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

37

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
KTJ Kolonie tvorici jednotka

NMH  Nejvyssi mezni hodnota

MH Mezni hodnota

DH Doporucend hodnota

SzU Statni zdravotni Gstav

UIOZP Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostedi
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